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我 は 年前に清酒酵母を添加していない山廃もとを使用している清酒醪の酵母相について調べた
その蔵の清酒製造には多くのキラ 酵母が関係していることを認めた また ニコチン酸要求株も発見した
不幸にして その酒蔵の建物は全て 年前の阪神淡路大震災で倒壊した その後 蔵は再建され 酒造り
も再開された
しかし 蔵の再建前と後では醪の様子に違いが感じられたため 酵母相の調査を行った 大部分の分離株
は以下のような性状を示したことから 第 版により に同定された
増殖 出芽 発酵性 細胞形態 卵型 胞子形成 硝酸塩の資化性 イノシト ルの資化性
皮膜形成 塩酸エチルアミンの資化性 マルト スの資化性 ビタミンフリ 培地での増殖
第 版によると 清酒酵母は に同定されるので 分離株について清酒酵母の特性
試験を行った その結果 分離株は 株 マルト ス資化性 を除いて全て清酒酵母であると判明した
しかし その 株も詳しい検討の結果 清酒酵母であると判明した 分離株はカリウム欠如培地での増殖
メチルグルコシドの資化性及びキラ 性から グル プに分けられた 内蔵から分離された株はほとん
ど グル プ グル プであった 中蔵からは全てのタイプが分離された
年と比較するとカリウム欠如培地で増殖できる株が大幅に増えた この蔵は酵母を添加しないで清酒
を製造しているので 麹室 仕込み室等の蔵付き酵母の菌相が震災後の蔵の建て直しにより 変化したもの
と考えられた
清酒酵母 阪神淡路大震災 生態系
を選び分離源とした それゆえ合計 種の
試料から 株を分離 実験に供試した 蔵の の
近年の清酒醸造に使用される酵母は 協会酵母等長年保 タンクから 日目に分離されたある株は のように
存されてきた株が使用されている そのような中で 一貫 記載した 分離方法は 重層法によった
して培養酵母を添加しない山廃 を使用した醪造りから清
酒を製造している蔵がある この蔵についている野生の酵
母はキラ 酵母が多く 栄養要求性の面からも特徴ある生 発酵性 産膜性については分離株を 液体培地 酵母
態系が形成されていることが報告されている エキス 麦芽エキス ポリペプトン グル
前回の研究において この蔵の醪の生態系が明らかにさ コ ス に接種し 日間培養し観察した 増殖
れてから 年が経過した その間 阪神淡路大震災に見舞 形態については同培地に改めて接種し培養後 顕微鏡観察
われ蔵が崩壊 建て直しを経験していることから清酒製造 した
に関与している酵母の生態系に大変興味が持たれた そこ
で再びこの蔵の醪及び から酵母を分離し生態系について
検討した 前報 で菌株間に相違がみられた メチルグルコシド
の資化性 カリウム欠如培地での増殖を指標として分離株
すべてを対象にスクリ ニングを行った つの試験方法
については下記に示した 試験の結果をふまえて各蔵の一
前報 では酵母の分離対象となった蔵は つであった つのタンクからの分離株を 株 株 回 は 回
今回の分離対象となった蔵は修理補修した浜蔵 新築 株 にまとめた 株の中には同様の性状を示した株も
された中蔵 魚崎蔵 内蔵 である 試料は 存在するが 方法で示した他の試験あるいはこの蔵の特徴
蔵の醪から 日おきに 回分離し からも 回 合 であったキラ 性 で違いがみられる可能性もあるのでこ
計 回分離した また 一つの蔵から つのタンク の数とした 分離株の発酵性 産膜性 増殖 細胞形態以
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要約
キ ワ ド
発酵性 産膜性試験及び増殖 形態観察
スクリ ニング
醪からの試料の選択と分離
緒 言
実 験 方 法
酵母無添加の山廃もと使用醪中の酵母
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中山 姫野 浅黄 門倉 奥山 中里
外の実験にはこのスクリ ニングを通った 株を使用し カリウム欠如培地での増殖は竹田らの培地を使用し 供
た 試株を前培養後 蒸留水ですばやく遠心洗浄後
の接種量になるようにカリウム欠如培地に接種
した 日間培養して生育の有無を判定した
液体培地 グルコ スは で他の成分は上記と同 乳酸菌 との凝集性試験は乳酸菌と供試株とを
様 に分離株を接種し 日間培養後 菌体を殺菌水 別 に培養後 菌体を洗浄 の塩酸溶液に懸濁
で 回洗浄した この菌体を の培地 酢酸ナ し両者を混合 撹拌した 分後の状態を観察して判定し
トリウム 寒天 に流し込み 日間培養後観察した た
第 版 を参考にして以下のように行った 大内らの方法によった
と同様の 液体培地で 日間前培養し 菌体を
殺菌蒸留水で速やかに 回遠心洗浄し原容に戻した これ
より 白金耳とり 社
寒天 の培地に接種し 日間
培養し観察した 塩酸エチルアミンの場合は 添加し 蔵 蔵 蔵 蔵の各蔵から分離された株はほと
た 対照として を窒素源とした培地にも接種 んど 染色性レッドを示した 各蔵とも 染色性
した ピンクを示した株の割合は 以下であった 各蔵に棲
息している酵母は還元力の強い酵母で占められていること
がわかった また 各蔵の つのタンクから分離された酵
母はいずれも卵型から球形 増殖は出芽 発酵は旺盛な株
と同様に前培養を用意し であり 産膜性はなかった
社 を 炭素源としてイノシト ル マル
ト ス マンニト ルまたは メチルグルコシドを
寒天を 含む培地に接種し 日間培養後
観察した つの蔵から つのタンクを選び つのタンクから経
時的に 株 合計 つの蔵から約 株を分離
したが 同様の性状を持つ株が存在すると思われるので
糖の発酵性は酵母エキス ポリペプトン の 属 種の同定の前にスクリ ニングを行った スクリ ニ
培地をダ ラム管入り小試験管に 加え 分 ングは 年に竹田ら が行った結果 の株と
間殺菌後 糖液 スクロ ス トレハロ スは ラフィ の株がみられた メチルグルコシドの資化性とカリウム
ノ スは を 加え 分間殺菌して使用 欠如培地での増殖を参考にして行った
した この培地に供試株を の接種量になる メチルグルコシドの資化性 表 については 蔵の
ように接種し 日間場合によっては 日間培養 タンク から分離された合計 株中 を入れ
した ると 株が資化性を示した 同様に 蔵からは 株中
を入れると 株 蔵からは 株中 を入
れると 株 蔵からは 株中 株のみであった こ
と同様に前培養を行い 溶液で菌体を 回 のように蔵によって特徴的であり この蔵の酒造りに関与
遠心洗浄し 原容に戻した後 発酵性試験と同様に希釈し している酵母の多様性が窺えた
た この希釈液をビタミン含有培地 ビタミン全欠培地及 このように今回の実験で分離された株の メチルグル
び各ビタミンを除いた培地 に接種した 日間培養 コシドの資化性は特徴的な結果を示した 蔵から分離さ
後の結果を分離株の結果とした れた株は メチルグルコシドを資化する株が多く 蔵
から分離された株は資化できる株がほとんどないという結
果であった 竹田ら が報告した結果では西蔵から分離さ
れた つのグル プの株で の メチルグルコシド資
化性を示した 今回の株は阪神淡路大震災で崩壊し その
上記 種の清酒酵母の特性に関する試験は竹田らの方法 後新築された蔵から分離されたものを使用したが 使用可
に準じた すなわちイ ストサイジンに対する抵抗性試 能な多くの仕込み用器材は崩壊した蔵で使用されていたも
験は糖度 の麹汁に麹菌を接種し 日間培養後 濾 のも使用していることからこれらの器材に家付きの酵母が
過し糖度 の麹汁で一定濃度に希釈 殺菌後培地とし 付いていた可能性もある
て使用した この培地に供試株を接種し 日間培養 以前内蔵から分離された株は つの試料で 前後
して判定した 他の つの試料で の資化性を示した しかし
子嚢胞子形成
硝酸塩の資化性 塩酸エチルアミンの資化性 分離株のキラ 性試験
還元性試験及び増殖 細胞形態 発酵性 産膜
性
イノシト ル マルト ス マンニト ル及び
メチルグルコシドの資化性
次スクリ ニングにおける メチルグルコシド
の資化性とカリウム欠如培地での増殖
スクロ ス ラフィノ ス トレハロ スの発酵性
ビタミン欠如培地での増殖及びビタミン要求性
イ ストサイジンに対する抵抗性 カリウム欠如培
地での増殖 乳酸菌 との凝集
性
実験結果及び考察
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酵母無添加の山廃もと使用醪中の酵母
分離株の メチルグルコシドの資化性とカリウム欠如培地での増殖
分離株の性状
今回内 蔵 名前は同じであるが建て直しが行われてい いては各蔵から分離された全ての株とも資化性を示さな
る から分離された株は 株中僅か 株が資化性を示し かった 表 分離株の全てが胞子を形成 イノシト ル
ただけで 蔵でも古い器材を使用していることから疑問 及び硝酸塩の資化性を示さなかったことから前述の試験と
が残った 合わせてこれらの株は 第 版によりいずれも
蔵と 蔵は震災後 別会社から譲り受け新築した蔵で 属に同定された
ある 蔵と 蔵の中間的な傾向を示し 蔵は を
含め 蔵は を含め の株が メチルグル
コシドの資化性を示した 塩酸エチルアミンを資化できた株は存在しなかった
カリウム欠如培地での増殖について前報 では 株のみ マルト スの資化性については 蔵から分離された
旭蔵分離株 増殖可能であった しかし この蔵は倒壊し 蔵から分離された の 株の資化性が
て現在は存在しない 本実験で分離された株でカリウム欠 非常に弱く と判定した 他の株は十分な資化性を示
如培地で完全に増殖した株は 蔵で 株 蔵 した
で 株 蔵で 株 蔵で 株
と多くないが 前回の実験で 株であったことか
ら考えるとこの点からも酵母相が変化していると示唆され 以前の報告でニコチン酸を要求する株が存在し大変興味
る が持たれた 種の同定試験項目であるビタミン欠如培地で
以上の結果を踏まえて メチルグルコシドの資化性と の増殖と平行してビタミン要求性も試験した 蔵 蔵
カリウム欠如培地での増殖を参考に 蔵から 株 蔵 蔵から分離された株は全てビタミン欠如培地で増
蔵からそれぞれ 株 合計 株をスクリ ニングし 殖し ビタミンを要求する株はなかった この点は協会
た 号酵母等と同様であった
各蔵からスクリ ニングされた合計 株全ての株が胞 第 版の に従って同定する
子を形成した また 硝酸カリウム及びイノシト ルにつ とマルト スの資化性がある場合は次にビタミンフリ 培
表
表
塩酸エチルアミン マルト スの資化性
ビタミン欠如培地での増殖及びビタミン要求性
胞子形成 硝酸塩及びイノシト ルの資化性 スクロ ス ラフィノ ス トレハロ スの発酵性
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に同定された株の乳酸菌との凝集性
イ ストサイジン抵抗性及びキラ 性
各種の性状における 清酒酵母 及び の比較
地での生育試験を行い 生育すると に同定さ 株とは異なり 分離株は でないと判定した
れ スクロ ス ラフィノ ス トレハロ スの発酵性試 逆にマルト スを資化する能力をもつが 非常に弱い株と
験をする必要がない しかし マルト スの資化性が して判定するとこの 株はビタミン欠如培地で増殖が可能
であった 株について発酵性試験を行った その結果 であることから と同定される 先のことから
と はスクロ ス ラフィノ スの発酵性 の可能性も残されているが はビタ
を示したが トレハロ スの発酵性は示さなかった 上記 ミン欠如培地で トレハロ スの発酵性が であ
種の糖を発酵するのは と である ることから分離株とは異なる そのため分離された 株は
が この 種はマルト スの資化性が である と同定するのが妥当であると考えられた
細胞形態が卵形から球形 発酵が旺盛 産膜性がなく出 第 版に準じて分離株の同定を行った結
芽で増殖し 子嚢胞子を形成 硝酸塩及びイノシト ルを 果 株中 株が に同定された しかし
資化しない株は 属と同定された これら 清酒酵母は以前から の範疇に入り の類
属に同定された株の中で塩酸エチルアミ 似度からも であるといわれている しかし
ンを資化せず マルト スを資化し ビタミン欠如培地で 我 が提唱している清酒酵母の特性に関する試験を行うと
増殖した株は に同定された に同 清酒酵母は両種と区別される そこで本研究においては清
定された株はスクリ ニングされた 株中 株を占め 酒酵母の特性の一つであるイ ストサイジン抵抗性と乳酸
た 協会清酒酵母等も同様に 第 版に準じて 菌との凝集性について実験した 表 その結果
同定すると となる に同定された株はいずれもイ ストサイジンに抵
また マルト スの資化性が不明瞭であった 蔵から分 抗性を示し 乳酸菌との凝集性は見られなかった このこ
離された 蔵から分離された の判定 とからこれら 株は清酒酵母であると断定した 多くの
を とすると 次の試験でスクロ ス ラフィノ ス 清酒酵母は緩慢であるがトレハロ スを発酵する 未発
トレハロ スの発酵性があれば 発酵性がなく 表 ことができるが 発酵できない株も存在する
てさらにシクロヘキシミド耐性があれば とな トレハロ スの発酵が認められず 資化性も認められな
る しかし これら はビタミン欠 い ビタミン欠如培地で増殖した はマ
如培地で増殖しない株として 第 版に記載さ ルト スの資化性が弱い とみることもできる
れている さらに はスクロ ス ラフィノ また これら 株はイ ストサイジン抵抗性があり 乳酸
スの発酵性も であると記載されていることから分離 菌 との凝集性がなかったことから 表 マル
ト スの資化性が弱くトレハロ スを発酵でき
ない例外的な清酒酵母といえる
清酒酵母に同定された 株についてキラ
性を試験した 各蔵から分離された酵母はキ
ラ 酵母の比率が高く 特に 蔵の比率が高
かった 蔵はやや低かったが 以上で
あった
表 に示すようにカリウム欠如培地での増
殖 メチルグルコシドの資化性及びキラ 性
から分離株のタイプ別分類を行った 蔵はキ
ラ 酵母の割合が多く とも
表
表
分離株の同定 イ ストサイジン抵抗性 乳酸菌との凝集性
キラ 性及び分離株のタイプ別 蔵別分
布状況
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酵母無添加の山廃もと使用醪中の酵母
各種の蔵から分離された酵母の分布とそのタイプ
竹田正久 十亀弓子 奥山雅男 中里厚実 塚原寅次 醸協
飯塚 廣 後藤昭二 酵母の分類同定法 第二版
大内弘造 川島 宏 醸協
竹田正久 塚原寅次 農学集報
まんべんなく分布していた ニュ トラル酵母は 中わずか 株であった 今回分離された株の中で
を含めて 株 センシティブ酵母は 株であった 蔵は タイプは非常に少なかったが 他のタイプの株はいずれの
キラ 酵母がやや減少し から まで タイプが確 蔵でもまんべんなく分布していた 特に 前回と比べて際
認された 蔵は タイプと タイプが多かった だった特徴はカリウム欠如培地で増殖可能なタイプ 及
蔵からは タイプ つまりカリウム欠如培地 び が多かったことである 震災前はカリウム欠如培地で
で増殖できず メチルグルコシドを資化できる株が確認 増殖不可能な株が蔵付き酵母として圧倒的優位な状態でフ
できなかった 蔵全体では のタイプが多かった ロ ラを形成していた しかし 震災後の蔵の再構築によ
り 前のフロ ラが再形成されることなく 増殖力が強く
カリウム欠如培地で増殖可能な酵母が優位なフロ ラを形
年に報告した結果と今回の結果を比較した 前回は 成したものと考えられる
ニコチン酸要求株をタイプ として分類したが 今回はニ
コチン酸要求株が分離されなかったのでカリウム欠如培地
で生育し メチルグルコシドを資化しない株をタイプ
とした 前回はタイプ また 両培地に生育した株をタ
イプ とし 前回分離された株も今回の分類に準じて比較
した
前回は タイプが非常に多く 次に タイプ
が多かった これらのタイプの株はカリウム欠如培地で増
殖できない株である また 前回はタイプ またはタイプ
に分類されるカリウム欠如培地で増殖可能な株が 株
表
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AKAYAMA IMENO SAGI
ADOKURA KUYAMA AKAZATO
: All the isolated strains from the sake-mash using were sake yeast. Compared
with the previous study, there were several notable changes in the isolated yeast strains. These
included a far greater number of strains capable of growth in potassium-deﬁcient culture media and
the lack of nicotinic acid-dependent strains. The interval between the previous study and the current
one is years, and the Great Hanshin-Awaji Earthquake can be considered a major cause of the
changes in the yeast strains. In the previous study, the isolated sake yeasts had been used for many
years at each brewery, while those of the current study were derived from the breweries rebuilt after
the destruction by earthquake. Therefore, although some of the original equipment is reused in the
new breweries, yeast-ﬂora in produced sake was replaced with the environmental changes.
: sake yeast, the Great Hanshin-Awaji Earthquake, ecological system
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